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第 1 章では，清酒に含まれるオリゴ糖の全体像の把握を目指し，HILIC によるオリゴ糖
の分離と，エレクトロスプレーイオン化法 (ESI)及び TOF/MS による検出によるオリゴ糖
分析法の構築を行った。構築した分析法は，Shodex Asahipak NH2P-50 4E カラムを用い
ることで重合度ごとにオリゴ糖の分離が可能であり，また，移動相に Li+を添加することで
Li+付加体としてDP=2–8のマルトオリゴ糖を検出限界 0.03–1.02 ppmで検出することがで
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きた。本方法による市販清酒の分析から，DP=4–8 の清酒中オリゴ糖を初めて定量すること
ができ，その濃度が 2,000–5,000 ppm と，これまで報告されている濃度より 2 倍以上高い
ことが明らかとなった。DP≥9 のオリゴ糖については，標品が入手できないため定量はでき
ないものの，清酒より，マルトオリゴ糖と質量電荷比 (m/z) が一致する DP=18 までのピー
クを検出した。MS/MS フラグメントパターンからこれらはグルコオリゴ糖と予想されたこ









の分離・検出法を検討した。Shodex SUGAR SZ5532（SZ5532）カラム，及び Shodex 
HILICpak VN-50 4D（VN-50 4D）カラムを用いたオリゴ糖の分離と，ポストカラムで Li+
を添加する TOF/MS による検出法を検討した結果，SZ5532 カラムでは DP=2–4 のオリゴ
糖標品の構造異性体を，VN-50 4D カラムでは DP=5–7 のオリゴ糖標品の構造異性体を分
離・検出することができた。そこで本方法により清酒を分析したところ，DP=2 及び DP=3
のオリゴ糖について構造異性体を分離して検出することができ，DP=3 のオリゴ糖について
は清酒で既知のオリゴ糖の他に，新たに 2 つのピークを検出した。DP=4–12 のオリゴ糖に
ついては，各重合度のオリゴ糖で複数のピークが検出され，多様な構造異性体の存在を明ら
かにした。また，本法による清酒の分析から，主要なピークでありながら清酒成分として報





 第 2 章までに清酒中オリゴ糖が多様な重合度と構造異性体から構成されることを明らか
にしたことから，それらオリゴ糖の構造に興味が持たれた。そこで第 3 章では，清酒中オリ
ゴ糖の精製と構造決定に取組んだ。VN-50 4D カラムにおいて明瞭なピークとして検出され
た DP=6–8 のオリゴ糖に注目し，溶出時間順に DP6-1，DP6-2，DP7-1，DP8-1，DP8-2
として精製を行った。市販清酒 1 L を脱エタノール後，80 g の活性炭と混合し，5 %エタノ
ール 3 L で洗浄後，オリゴ糖を 40 %エタノール 1 L により抽出し，濃縮物を Shodex 
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Asahipak NH2P-90 20F カラムにより重合度別に分取した。さらに，VN-50 4D カラムに
より精製することで，DP6-1，DP6-2，DP7-1，DP8-1 及び DP8-2 をそれぞれ約 3 mg 取得
し，1H-，13C-NMR 及び 2 次元 NMR によるスペクトルの測定を行った。その結果，DP6-1
はマルトテトラオースを主鎖とし，非還元末端及び隣接グルコース残基それぞれにグルコー
スが-1, 6 結合した構造，DP6-2 は主鎖のマルトテトラオースの非還元末端にイソマルトー
スが-1, 6 結合した構造と決定した。DP7-1 と DP8-1 は，非還元末端から 2，3 番目残基に
DP6-1 と同様の隣接した分岐を有した主鎖長が異なるオリゴ糖であった。DP8-2 は DP6-2
と類似した非還元末端の分岐を持ち，かつ，隣り合わない分岐を持つグルコオリゴ糖であっ
た。DP6-1，DP7-1，DP8-1 及び DP8-2 はこれまでに報告がない新規のグルコオリゴ糖で







DP6-1 は-1,4 及び-1,6 結合のみで構成されるにもかかわらず，糸状菌のグルコアミラー










AgdA と AgdB の遺伝子破壊による影響を調べた。清酒小仕込み試験の結果，DP6-2 は agdA
破壊により顕著に減少したことから，DP6-2 の末端のイソマルトースの分岐が AgdA によ
り生成することが示唆された。一方，DP6-1 は遺伝子破壊の影響は無かったことから，DP6-2
とは異なるメカニズムとして米澱粉に由来する可能性について検討した。米澱粉を-アミラ
ーゼ (from porcine pancreatic) とグルコアミラーゼ (from Rhizopus sp.) により消化し，
消化産物中に DP6-1 が含まれるかを調べたところ，DP6-1 とカラム保持時間が一致するピ
ークが検出された。この化合物を精製し，構造解析した結果，DP6-1 と 1H NMR スペクト
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これまで重要性が認識されながら，分析手法が無いために研究が行われてこなかった清酒
中のオリゴ糖について，分析法構築から構造解析，生成メカニズム推定に至るまでの包括的
な研究を行い，その実態を明らかにした優れた研究である。本結果は，清酒醸造の奥深さを
改めて示し，清酒品質の向上や醸造技術の発展の基盤となる。よって，審査委員一同は博士
（醸造学）の学位を授与する価値があると判断した。 
